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毛細血管拡張性小脳失調症(ata xia-telangie cta sia) は , 原発性免疫不全症 に分煙 され る 常染色体劣性遺伝病であり, そ の
臨床症状 は神経症状, 免疫不全, 高発桶性 , 剤朋包の 放射線感受性, 早期老化な ど多岐 に わ た る . こ の 原 因遺伝子atm (ataxia-
telangie cta sia m utated) は, 細胞 内情報伝達経路 に お い てP5 3の 上 流 に存在 し, 多様 な 役割を担う こ と が 今まで に わ か っ て い
る . ま た, aim bIコ ー ドする 蛋白質, A T M はフ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー ル 3 キナ ー ゼ bho sphatidylin o sito1 3-kin a s e) フ ァ ミ
リ ー に 属 し, F R P(F K B P-rapa myCin a ss o ciatedpr otein)遺伝子等 , 類縁遺伝子 は D N A修復, 細胞 周期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト, 減 数
分裂 の 制御 に関係 して い る . 本研 究で は , そ の atm , 動 の 発現量及び機能に つ い て 解析 した , トリ 精巣由来cD N A ラ イブ ラ
1)
- か ら 各因子を コ ー ドす る cD N A(atm 603bp, 如 513 bp) を分離 L, 構造決定 を行 っ た後, 決定 した 塩基配列 に基 づ き トリ の
各組織 にお け る発現量を ノ M ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン で解析 し た . atm T は脳(brain)に, 顔 で は 脳,心臓(he art),
精巣 (testis) で発現 が確認さ れ た . また , ニ ワ トリ 産卵 5,7,9,11日 ヒ=ニお ける atm , 卵 の 発 生段階別発現量 に つ き同様 に ノ
ー
ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ り ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 解析 し た結果 , 融 加 で は 7 日目 に , 頗 で は 5 日目 に 強 い 発現 が み ら れ た . ま た ,
A T Mおよ び F R P遺伝子 を, トリ B リン パ 球細胞株D T 40細胞 で ノ ッ ク ア ウ ト した が , F R Pノ ッ ク ア ウ ト 馴包は, ホ モ の 段 階
で 作成不可能 であ っ た . こ れ は, F R P遺伝子の 欠除が胚細胞致死 (e mbryo niclethal) で ある 町能性が示唆さ れ た ･ 作 成 し た
A T Mノ ッ ク ア ウ ト細胞 は, 野 生 型D T4 0馴包と比較 して剃朋包増殖速度の 低下 を認め る と 共 に, 有意 に テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性が 増
加 して い た . 以 上 の 結 果よ り, トリ αわ刀 お よ び その 相同遺伝子ノゆ は発生 の 初期段階 より発現 し, 主 に脳 に強く発現す る こ と
は こ の 遺 伝子群と小脳失調な どの 神経変性 と の 関連 が示唆 さ れ , また , その 発現 に 関 して は そ れ ぞ れ 異 な っ た調節をう け る も
の と 考え られ た . さ ら に , A T M遺伝子の 機能 と して , 細胞の 癌化 と関連す る テ ロ メ ラ
ー ゼ 活性を抑制す る可 能性 が示唆 さ れ
た.
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毛細血管拡張性小脳失調症(ata xia-telangie cta sia, 叩
1)2) は
,
多彩な症状 を里す る常染色体劣性遺伝病 で ある が , ホ モ 接 合,
ヘ テ ロ 凄合 に 共通 して 癌家族歴, 特 に乳癌の 確患頻度 が高い こ
と が 知 ら れ て い る
3)4)
.
ヘ テ ロ接 合 の 保因者で は 免疫不全症状
がない にもか か わ ら ず乳癌の 発生 率 は正 常女性 の 約5倍 に もお
よ び
5)
, A T遺伝子異常 の 全乳癌患者 に対す る関与は7 % 以 上 と
報告 さ れ て い る . そ れ ゆ え, そ の 原 因遺伝子 αわ明 (ata xiか
tela ngie cta sia m utated) が 発癌機構 に密接 に関与 し て い る こ と
が 示唆 さ れ , Savitsky ら
6)7)の グル ー プ に より1 995年 , ポ ジ シ
ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ bo sitio n alclo ning) によ っ て 同定 され た こ
と は, 今後 の 乳癌をは じめ と する 腫瘍の 原因, 病態角開削二お い
て大きな進歩 であ っ た と言える . そ れ 以 来, こ の 多機能遺伝子
に関する研究が数多く報告 さ れ て い る .
癌抑 制遺伝了･ と し て 知 ら れ るp53遺伝-f･ は , 放射線 D N A障
害や痛遺伝子産物 な ど によ る ス ト レ ス で, 細胞 周期停止ヤ ア ポ
ト ー シ ス (apopto sis) を引き起 こ す が , A T M遺伝子は そ の 柳川包
内情報伝達系 で p53遺伝子の 上 流 に 存在 し, 選択 的 に p5 3遺伝
子･ を 活性化す る働きが ある こ と が わ か っ て い る 即
∈))
. 今車l我 々
は , そ の A T M遺伝子の 発現量 お よ び機能 を解析す る こ と を臼
的と して 実験を行 っ た . 機能解析を進 め る 上 で A T M遺伝子の
細胞 レ ベ ル で の ノ ッ ク ア ウ トを行うにあたり, 当教室 で は 高頻
度で相同D N A遺伝子組 み換えを お こ す細胞(ト リB 7) ン パ 球細
胞株 D T 4 0細胞 川)) を使用す る計画で あ っ た の で , まず , 未 だ
知 ら れ て い な か っ た ト 1) での A T M, F RP(F K B P- r apa myCin
平成10年11月24日受付, 平成11年1月25日受理
A bbr eviati｡ n S: A T, ataXiaqtela ngie ctasia;A T M, ataXia-telangie ctasia m utated;bp, bas epairs; C H A PS, 3- [(3-
cholamidopr op yl)dim ethyla m m onio] -1-pr OPan e Sulfonate;F K B P, F K 50 6 binding protein; F RP, F K BP
-rapa myCin
a sso ciated protein;P B S, phosphate buffer salin e;PI3, Phosphatidyl in o sito1 3;rPm , r Otatio nper min ute;T B E, n is
-
borateE D T A;U V, ultravi01et
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as so ciated pr otein) 遺伝子の ク ロ ー ニ ン グを行 っ た . また , A T
患者由来の 細胞で は テ ロ メ ア (telo m e re) に 関係す る染色体異常
が以前 よ り 知ら れ て お り
11)
, 我 々 は こ の 点 に つ い て も機能解析
を進め た.
材 料お よ び方法
Ⅰ . cD N A ラ イブラ リ ー の作 成
雄成鶏(ニ ノ ッ ク ス , 金 沢) か ら摘出 し た精巣を組織変性溶
液(4M グ アニ ジ ン チ オ シ ア ン 酸, 2 5m M クエ ン醸 ナ トリ ウ ム ,
0ユM ′ラ
ー メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0･5% サ ル コ シ ル)に て溶解 し,
小切 片に分断後, 迅速 に テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ ー (ヤ マ ト科学,
東京) に て ホ モ ジ ナ イ ズ し た . 溶解 液 は 液体窒素 (宇野酸素,
金沢) にて 速や か に凍結後, -80 ℃ で保存 した . ホ モ ジ ナ イ ズ
し た ト リ 精巣 溶解 液 1 0mlを フ タ つ き 遠心 管 (Co r ning,
NewYo rk, U S A) に分注 し, 2 M酢酸 ナ トリ ウ ム (pH 4.0) を加え
て振坦後 , 平衡化酸性 フ ェ ノ ー ル , ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル
ア ル コ ー ル 溶 液 (98: 2)を加え て混合 し, 氷 上で1 5分放置し
た. 低温遠心機(ト ミ ー 精 工 , 東京) を用い て , 4℃, 3,000fj!1
転/分(r otatio n pe r min ute, rpm)の もと で 20分間遠心 し, R N A
を含む 氷層 を回収 した . こ れ にイ ソ プ ロ ピル ア ル コ ー ル を 加え
て, 10分間放置後, 4 ℃, 3,000rpm で1 0分間遠心 し, 沈澱 した
R N A に組織変性溶液を加えた後, エ タ ノ ー ル 沈澱を行 っ た .
得ら れ た 仝R N A は, 260n m にお ける吸光度 を測定 し, 1 0 Dを
40FL g/ml とし て R N A濃度を測定 し た . 仝R N A lm g か ら ,
01igotex
-d T 30supe r(宝酒造, 草津)を用い て ポリ A
十
R N A 20
/1g を分離 し た . そ の うち ポ リ A
+
R N A 5/jgか らZ A P
-CD N A
Synthe sis キ ッ ト (Stratage n e, LaJolla, U SA)を用い て トリ 精巣
cりN A ライ ブ ラリー を作成 した .
Ⅰ . シ ー クエ ン ス
ヒ トお よ び酵母の αわ乃 , 如 の ホ モ ロ ジ ー 解析 によ り両生 物間
で保存度 の 高 い 領域を選定 し , 当該 ア ミ ノ 酸配列 に対応する ヒ
トcDNA の ヌ ク レ オ チ ド配列 に基づ い て P C R川デ ジ ュ ネ レ ー ト
プ ライ マ
ー (エ ス ペ ッ ク オリ ゴ サ ー ビ ス , 筑 波) を 設定 し た .
A T M プ ラ イマ M は ヒ ト cD N Aの 塩 基番 号8 1 88-8207 (5
'
-
A A G G G C C G T G A T G A C C T G A G-3
'
) と 87 71-8 79 0(5
'
-
C A T G C C A T C C A C A A m C T C-3
'
)に , F R P プラ イ マ ー は 6979-
69 8(5
'
-A A G C C A A A A G A T G A C C T G A G-3
'
) と 74 72-7491(5
'
-
A CA m G A A A T C T A C A T G T A-3
'
)に 対応す る . 先に 唯備 し た ト
リ cDN A ラ イ ブ ラ1) - を 用 い て P C R を行 っ た . P C R反
D N A サー マ ル サ イ ク ラ ー (宝椚造) を川い て , 熱 変竹せ 9 5 ℃,
30秒間, ア ニ ー リ ン グを50 ℃, 30秒間 , D N Aの 伸長 を7 2 ℃,
1分間と し, こ れを1 サイ ク ル と して 3 0 サ イ クル 行 っ た . 坤川高
さ れ た D N A断片 をpBlu es c riptKS(-)ベ ク タ ー (東洋紡, 人阪)に
ク ロ ー ン 化 し, 得ら れ た 組み 替え プ ラ ス ミ ドを分離 して旛基配
列を決定 し た結果, atm , ノ痺 は対応す る ヒ トcD N A領域 と それ
ぞ れ 9 6 %, 97.2 %の 相 同性 を示 し た こ と か ら ト リ A T M,
F RPcD N Aの 部 分配列 と判定 さ れ た .
】肛. ノ ー ザン プロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ 嶋 シ ョ ン
各プ ラス ミ ドを大量精製後制限酵素消化 し, ベ ク タ ー か ら切
り出 さ れ た 挿 入 cD N A配列を1 % アガ ロ ー ス 電 気 泳動 し ,
Ultr aCle an(M o Bio L dbo r ato rie s,Sola n aBe a ch, U S A)を用い て
精製, 分離 し, Prim e-It IIラ ベ 1) ン グキ ッ ト (Stratage n e) を用
い て
, プ ロ ー ブ 標品を作成 した .
トリ各組織 , すな わち脳 (br ain), 心臓 (he art), 肺 (lu ng),
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肝臓 Give r), 刷蔵 (pa n c r e as), 精巣 (te stis), 腎臓 (kidn ey) よ
り 前記 の よう に抽出 した ポ リ A十 R N A 6.6/ノg を5 0 %ホ ル ム ア
ミ ド(和光純薬, 大 阪) と17.5 % ホル ム ア ル デ ヒ ド (和光純薬)
と な る よ う に し て, 6 5 ℃ で1 0分間変性 を行 っ た . 引 き続き,
2.2 M ホル ム ア ル デ ヒ ド加1 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用 い て , 泳動
綬衝液 [0.2 M 3-N- モ リ ホリ ノ ー プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸,5 0皿 M 酢酸
ナ トリ ウ ム bH 7.0), 10m M E DI AbH 8.0)] 中, 定電圧55 ボル
ト に て 電気泳動 し た 後 , ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー
(Hybo nd-N+ nylo n m e mbr an e, A皿 e rSha m, Gre e n wich, US A) に
転写 し た . メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を0.05 N水酸化ナ トリ ウ ム 溶
液 に5分間浸 した 後, 2×SSC [0.3 M 塩 化ナ トリ ウ ム , 0.03 M
ク エ ン 醸三 ナ トリ ウ ム ニ 水和物] 溶液中で 6 0秒間振塗 して ア
ル カリ 固定 を行 っ た 後, 紫外線(ultr aviolet, U V)ク ロ ス リ ン カ ー
(Stratage n e)を用 い て R N Aを メ ン ブラ ン に 固定 した . メ ン ブ ラ
ン を プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 韓衝液[5× SS C,50 % ホル ム
ア ミ ド, 5× デ ン ハ ル ト 溶液 (0.1 % ポ リ ビニ ル ピ ロ リ ド ン ,
0.1 %ウ シ血清 ア )L/ ブ ミ ン , 0.1 %フ ィ コ ー ル), 0.5 % S D S, 1m
g/ 変性サ ケ精子 D N A] 中で2時間, 42℃で プ レ ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン した . そ の 後, :!2pで 標識 し た α加官 プ ロ ー ブ [603塩
基対(base pair s,bp)] を最終濃度が 1ng/ml とな る よう に ハ イ
プ リ バ ッ グ (コ ス モ バ イ オ, 東京) 内に加え, 42 ℃ で振塗させ
な が ら16時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . ハ イ プリ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン彼 の メ ン ブ ラ ン を6 5 ℃の 2 ×S S C溶液中で 15分
間2回, 0.5 ×S S C溶液中で1 5分間2回洗浄を行い , -80 ℃ で
オ ー トラ ジ オ グラ フ イ ー を行い , バ イ オイ メ ー ジア ナ ラ イ ザ ー
(B A S lOOO) (富士 フ イ ル ム , 浜松)を朋 い て , プ ロ ー ブの 放射活
性を測定 し た . 使用 し た メ ン ブ ラ ン は 0.5 % S D S中で , 95℃ ,
10分 間振漁後, 再 び10分間, 室温で 滅菌蒸留水中 に浸す こ と
に よ 8
'
)再 ハ イ プ 1) ダイ ゼ イ シ ョ ン (rehybridizatio n) に用 い た .
すな わ ち, こ の 同 じ メ ン ブ ラ ン を用い てカ少プ ロ
ー ブ (513bp),
コ ン ト ロ ー ル と し ての ′ゴ
ー ア ク テ ン プ ロ ー ブ (486bp)で , 再度 ノ
R in as edo m aim - ヰ ÅTM probe




†B †Ⅹ -†Ⅹh B
4kbp
Fig.1. The partialre strictio n m ap ofthe chicke nA T Mge n o mic
lo c u s s u rro u ndinge x o n s which e n c odethePI3-kin a sedo m ain .
(A)T he wild-ty pe r e Strictio n m ap. T he n u cle otidele ngth
betw e e nthe tw oBa mH Isite s w a s6kbp. (B)The n e o mycin
ta rgeted ÅT Mge n o miclo cu s, The clo sed squar eindicatesthe
n e o mycin ge n e(2k bp). T he n u cle otidele ngth betw een the
Ba mH Iand XhoIsite sw a s4kbp. (C)The ge n o miclo c u s of
A T Mtargeted by placingthe histidin olge n e. T he clo s ed
Squareindicateshistidinolgen e(2kbp). T he n u cle otidele ngth
betw een the Ba mHI and X hoI site s w as4kbp. B, Ba mH I;K,
埠 乃Ⅰ;Ⅹ,g わαⅠ;Ⅹも,j 肋βⅠ;二炬1B, 助 βⅠ 弧 d 助椚月Ⅰ.
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ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . さ ら に , ト
リ 産卵5, 7, 9, 1 1 日の各仝卵 か ら 得ら れ た ポ リA+ R N A 3.5/∠
gを 朋い , α れ 如 , ′9 - ア ク チ ン に つ い て ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .
Ⅳ . タ ー ゲ ッ テ ィ ン グベ ク タ ー の 調製
精製 した ト リ atm cDNA(603bp) を鋳型と し て トリ 肝臓 ゲ ノ
ム ライ ブ ラ1) - (Stratage n e) を ス ク1)
- ニ ン グ し, 塩基配列を
決定 し た. 制 限酵素処理 にて キナ ー ゼ ド メ イ ン を含む 部位の 制
限酵素地図を作成 し , エ ク ソ ン57フうーら59まで の お よ そ 2kbp に
わ た る 領域 にネ オ マ イシ ン (Gibc o, Ro ckville, USA), お よ び ヒ
ス チ ジ ノ ー ル (Sigm a, St.Lo uis, U S A) 各薬剤耐性遺伝子を そ れ
ぞれ 挿 入 して トリ αわ,7ノ ッ ク ア ウ ト遺伝子を2種類構築 し た
(開1). ノ ッ ク ア ウ ト遺伝子 は, pBlu es cl
･iptKS(-)ベ ク タ
ー に ク
ロ ー ン 化 し･大量精製後, 形質転摸 に侍用 した .
同様 に如 cD N A(513bp)を鋳型と して ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ 1)
- を
ス ク リ ー ニ ン グ し, 制限酵素処理 に て キナ ー ゼ ドメ イ ン を含む
部位 の 制限酵素地図 を作成 , お よ そ 3kbpに わ た る 領域 に , ネ
オ マ イ シ ン , お よ び ヒ ス チ ジ ノ ー ル 各薬剤耐性遺伝子 を挿 入 し,
トリ 頗 ノ ッ ク ア ウ ト遺伝子を2種類構築 した (岡2).
V . D T 4 0細胞の培養お よびD N A形質転換
ノ ッ ク ア ウ ト標的細胞 は , 相同 D N A遺伝子観 み換え を高率
に お こ す こ と で 知 ら れ る トリ B リン パ 球細胞株 D T 4 0細胞(京
都大学医学研究科 バ イ エ ル 寄付講座分子免疫 ア レ ル ギ ー 学教室
より供与)を使用 した ∴ 細胞 は, 細胞培養液中(R P M I1640培地 ,
10~5M
′
ラ ー メ ル カ プト エ タ ノ ー ル , 10 %ウ シ 胎仔 血清, 1 %
トリ血清 , 抗 生剤 と し て ペ ニ シリ ン と ス ト レ プ ト マ イ シ ン を加
えた) で t 39.5 ℃, 5 % C O2の も と で培養を行 っ た 1× 1 0
7個 の
D T40細胞 を遠心後 1) ン 酸 硬衝溶液 (pH 7.4) (P ho sphate-
bu 鮎r eds alin e, P B S) に て洗浄 し, 0.5ml P B S に溶解 した . 先の
ノ ッ ク ア ウ ト遺伝子 を25～ 30′"g加え, 氷 上1 0分静置後 ジ
ー
ン パ ル サ ー 発生装置(Bio-Rad, He rc ule s, US A) に て,5 50ボ ル ト,
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Fig.2. T he pa rtialr e strictio n m ap ofthe chicke nF R Pge n omic
lo c u s su r ro u nding ex o n s which e n c ode thePI3-kin as edom ain･
(A) The wild･type r e Strictio n m ap. T he n u cle otidele ngth
betw e e nthe tw oX baI site s w a s9k bp. (B)T he n e o mycin
targeted F RPge n omiclocu$ .
r
rhe clo s ed squ a rein dic ate sthe
n e or nycinge n e(2kbp).
r
rhe nucleotidele ngth betw e e nthetw o
X baIsite s w a s12kt)p. (C)T he ge n omiclo c u s of F RPtargeted
by pla cing the histidin olge n e. T he clo s ed squ ar eindic ate s
hi$tidin olge n e(12kbp). T he n u cle otidele ngth betw e e nthe
tw o刑 alsite s w a s7kbp. E, Ec oRI;S,Sa cI;Sa,SatI;X,X baI.
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′
′ノ ブ ア ラ ッ ド 他rad) の 条作 下 に エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ ンを
行 っ た . 室温 で10分放置後, 20mlの 細胞培養液中で培養 した.
24時間後 , 80111の 選択英剤溶液(2m g/mlネオ マ イ シ ン ま た は
1mg/mlヒ ス チ ジ ノ ー ル) で懸濁 し, 9 6穴プ レ
ー ト に播種 した .
7 日 から1 0日 後発剤耐性 コ ロ ニ ー を単離 し た . ノ ッ ク ア ウ トの
是非 は, サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン で 確認 した .
Ⅵ . サ ザン プロ ッ トハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
培 養 した ノ ッ ク ア ウ ト細胞1 5ml(1× 10
7個)を フ タ付遠心管
(Co rning, Ne wYo rk, U S A) に集め , 4℃, 1,000rpm で5分間遠心
し細胞 を沈澱 させ た . 次 に , 沈澱物 の 10､ 40倍 量の D N A抽出
溶液 [15 0m M 塩 化 ナ ト リ ウ ム , 1 0m M Tris一 塩 酸(pH 8.0),
10m M E D T A] に細胞を懸濁 し , 10 % S D Sを1 00/1 力=え た後,
最終濃度 が10 0〃g/ml に な るよ う に プ ロ テ ナ
ー ゼ K溶液 (ニ ッ
ポ ン ジ ー ン , 東 京) を加え, 穏 や か に混合 し た . そ の 後, 55℃
で 1時間, 37 ℃で 16時間振塗 した . 平衡化中性 フ ェ ノ
ー ル [結
晶 フ ェ ノ ー ル (和 光紙業) を0,1 % 8- ヒ ドロ キ シ キ ノ リ ン (和光
純薬)と 1 M Tris一 塩醸(pH 8.0) 溶液で平衡化] を加え, 室温で20
分間振浸潤合 した 後4,000rpm で10分間遠心 し 上帝 を回収 し た.
等量 の フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 で 再度摘出 を行 い , さ ら
にそ の 上清 を 除去 した 後, 2倍量 の 10 0% エ タ ノ ー ル を重層 し
た. パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト (岩城硝子, 船橋) の 先端を用い て界
面 を ゆ っ くり か き回 し, 糸状 に析出 した DNAを巻取 っ て 回収
し た . ピ ペ ッ トを70 %エ タ ノ ー ル に10秒間浸 した 後, 上 向き
に 立 て て 風乾 し, 1 0mlの 滅 菌蒸留水 に浸 し て1 6時間放置後
D N Aを回収 し た. atm ノ ッ ク ア ウ ト細胞か ら 回収 した D N A lO
.
" gを100単位 の βα∽ 〃 Ⅰ制 限酵素(東洋紡)で3 0 ℃, 24時間処




Fig.3. So uthernblot a n alysis ofthre ekinds ofge n o mic DN As
with a nA T M DN Aprobe. T helan el,Par ental wi 1dtype D
′
m O
c ells; Lan e2, targeted hete r o zy go u s; La n e3, ho m o zy go u s
A T Mknocko ut c ells. Ge n o m eD N As w e r edige sted with
Ba mH I, S Othat the 4 k bp a nd the 6 k bp ba ndsindic ate
co mpleted and im c o mpleted inta rgetting of Am D N A･
A T M遺伝子群の 発現 と機能解析
m E泳動綾衝液 [40m M Tris, 4 0m M 氷酢酸, 1 m M E D T A
(pH 8.0)] の もと , 30 ボル トの 定電圧 で 13× 15c m の 1 % ア ガ
ロ ー ス ゲ ル を用 い て 電気泳動を行 っ た . 電気泳動 マ ー カ ー と し
ての プ ロ ム フ ユ ノ ル ブ ル
ー が 約3分 の 2程度泳動 できた と こ ろ
で泳動を中止 し た . ゲ ル を0,25 M塩酸溶液 に浸 し室温 で1 0分
間振塗 し加水分解を行 っ た . その 後, ゲ ル を蒸留水 ですすぎ,
変性溶液(1.5 M水酸化 ナ トリ ウム , 0.5 M塩化 ナ トリ ウム)中で
30分間振施 し た . 変性 溶液を除去 し, ゲ ル を表 裏逆 に して
DN A転写装置上 の 濾紙 の 上 に置き, 転 写 メ ン ブ ラ ン (Hybo nd-
N+ nylo n m e mbra n e, Amer sha m) を上 に重ねて , ペ ー パ ー タ オ
ル と1 kgの 重 しを乗せ て 均 サ に圧 力 を か け, 0.4 M 水 酸化 ナ ト
リ ウ ム を転写緩衝液と し て1 2時間放置 して 転写 を行 っ た . メ
ン ブ ラ ン を 注意深く外 して , 2× S S C中で 振逸 しな が ら1分間
洗浄 し, W クロ ス リ ン カ ー を用 い て D N Aを メ ン ブ ラ ン に 固定
1 2 3 4 5 67
A T M
FRP
β - a Ctin
Fig.4. No rthe rnblota n alysIS Of A T M, F R Pand P-a Ctin mR N A in
the v ario u s chicke ntis su e s. The m e mbra n e w a spr obed with
the chicke nA T McD N A h･agm e ntSpan ning n u cle otide s8188
-
8790, the chicke nF R PcD N A 血
･
agm e nt Span ning n u cle otide s
6979-7491, a nd a P-a Ctin probe. Thela n el, kidn ey;La n e2,
testis; hn e3, pa n C re a S; h n e4, Liv e r;Lan e5, Lu ng;La n e6,
he art;I. an e7,brain .
1 2 3 4
β -a Ctin
Fig･5･ No rther nblot an alysis ofA m, F R Pand β-aCtin mR N A in
the chicke n e mbryo s at ge statio nday
-5, 7, 9, 1 1. T he
m embr an e w a spr obed wi tha603bp of the A T McD N A with a
513bpof the F RPcD N Aand wi tha β-a Ctin probe. T he La n el,
5 days;h n e2,7 days; kn e3,9 day$;LA n e4,11 days.
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化 し た . さ ら に , メ ン ブ ラ ンを1 0mlの ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン 液 (1M リ ン酸綬衝液, 1m M E D T A, 7 % S D S)と 共 に ハ イ プ
リ バ ッ グの 中に 入れ ポリ シ ー ラ ー で封 入後, 65℃で 振捜させ な
が ら60分間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 3 2p で標識
した αf椚 プ ロ ー ブ標 品を加えて , 先 の 条件 で18時間 ハ イプ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 終了後, 洗浄液(40mM リン 酸綬衝液 ,
1 % S D S) 中で , 65℃5分間の 洗浄を3珂行 っ た 後, 65 ℃15分
間洗挿㍉ - 80℃ で オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー を行 っ た (図3).
同様 に, 如 ノ ッ ク アウ ト細胞か ら抽出 した D N Aをズわα Ⅰ制
限酵素 (東洋紡) で 処理 し た後, 顔 プ ロ ー ブ 標品を用い てサ ザ
ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 っ た .
Ⅶ . ノ ッ クア ウ ト細胞の増殖 とその速度
α わ瑠 ノ ッ ク ア ウ ト 細胞 を 35ml細 胞培養用 デ ィ ッ シ ュ
(Co rning) に1× 10
3個/mlの 過度で 播種 し, 39.5℃ , 5% CO2
の も と で 増車 した . そ の 後, 1 2時間毎72時間まで の 細胞数を
計測 し た. 計測は , 細胞溶液 に0.4 % トリバ ン プ ル ー 液 (Gil) C O)
を混合 し, ノ イ パ ウ エ ル 血球計算盤 (萱垣医理科工業, 東京)
を用 い て非染色の 細胞の み を数えT検定で解析 し た.
Ⅶ . テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 の測定
テ ロ メ ラ ー ゼ活性 は, トラ ツ ベ ー ゼ テ ロ メ ラ ー ゼ検定キ ッ ト
(Onc o r, Gaithersbu rg, U S A) を用い て測定 した . DT40細胞, お
よ び αf別 ノ ッ ク ア ウ ト細胞の 各培養細胞1× 106個 を用 い て 一
遍心 後P B S(-) 溶液で 洗浄 し, C H A PS溶液 [1 0mM Tris一 塩酸
(pH 7.5), 1m M MgC12, 1m M E G T A, 0.1m M ベ ン ザ ミ ジ ン ,
5m M P- メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル , 0.5 % C H A PS, 10 % グT) セロ





















0 12 24 36 48 60 72
Cultu reTime(hr)
Fig.6. Cellgrowth cu r v e s of D T 40c ells a nd A T M
十
cells .
Clo s ed squ a r e s a ndtria nglesindic ate the n u mbe r of D T4 0
c ells a nd A T M ｢ト c ells, r e Spe Ctiv ely.
* P < 0. 5. The v alu e s
ar e e Xpre S Sed a s言 ±S D(n=3).
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12,000rp皿 で2 0分間遠心 して , そ の 上清 を得 た . 上 浦の 280nm
に お け る吸光度を測定 し, 1 0 Dを0.5/∠g/〃1 と して 蛋白濃度 を
計算 した . 各細胞で 試料 を3本準備 し た. す な わ ち1/∠ g//∠lの
濃度 で非加熱 の もの , お よ び その 10倍希釈液, さ ら に1/ノ g/〃1
の 濃度で 85℃, 10分間加熱処 理 し たも の で ある . P C R反応 は
各試料を2 〃1ず つ 用 い て50/上1の 系で 反応を行 っ た ･ サ ー マ ル
サ イ タ ラ ー (P C700) (ア ス テ ッ ク , 福岡) の 設定 は , 30℃ , 3 0
分間 の 酵素反応 に続 い て , 熱 変性 を94℃, 3 0秒 間, ア ニ ー リ
ン グを60℃, 30秒 間, D N Aの 伸長 を72℃ , 45秒 間と し, こ れ
を1 サ イ クル と して 30 サ イ クル 施行した . P C R反応彼 の D N A
溶液1 5/ノ =ニ泳 動用色素液 (0.2 5 % ブロ モ フ ェ ノ ル ブ ル
ー
,
0.25 % キシ レ ン シア ノ ー ル , 30 % グ7) セロ
ー ル
, 5m M E D T A)
を加え, 12 %非変性 ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル tlX 廿is- ホ ウ酸-
E D T AC廿isMbo rate E D T A, T B E), 12 %ア ク リ ル ア ミ ド[12 % ア
ク リ ル ア ミ ドモ ノ マ ー (第 一 化学薬品, 東京), N,N
'
一 メ チ レ ン ビ
ス ア クリ ル ア ミ ド(和光純薬)], 10 0FLI A PS, 10/LI T E M E Dt で ,
泳動綾衝液 と して0.5× T B Eを用い て , 350ボ ル ト, 1時 間電気
泳動を行 っ た . 電気 泳動後 , ゲ ル をS Y B RGree nI (宝酒造) で
2 0分間, 遮光板塗 して 染色 を行い , フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー SI
(Molec ular Dyna mic s, Sun nyv ale,U SA)で 解析を行 っ た .
成 績
Ⅰ＼ トリ 肌 , F R P の分離 と構造
P C R で増幅さ れ た cD N A断片を プ ロ ー ブ と し て ト リ 精巣
1 2 3 4 56
3 6bp →
Fig.7. Telo m er a se a ctivitYin D T4 0cells a nd A T M
+
c ells. Cell
extr acts w er eprepar ed and as s ayed byP C Rwith thetelo m eric
repe atprim e rs atc elle xはa ctc o n c entratio n of lmg/ml(1an el
and 4), and O.1m g/ml(1an e2a nd 5). W ildtype D T 40, La n el-
3;A T M
十
,･La n e4-6. He at-tr e ated extr a cts w er e assayed as
n egativ e c o ntroIOane 3and6). T he36bpba nds ar e Sho wn a S
inte rnal-C O ntrOlba nds.
cD N A ラ イ ブ ラ1) - を ス ク 1) - ニ ン グ した 結果, フ ォ ス フ ァ チ
ジル イ ノ シ ト ー ル 3(pho sphatidyl in o sito1 3, PI3) キ ナ
ー ゼ ド メ
イ ン を含 む A T McD N A クロ ー ン を得 た . ト リ A T McD N A は,
ポ リ A鎖部位を除くと1,077ヌ ク レ オ チ ドか ら な り, 359個 の ア
ミ ノ 酸 か ら な る 蛋白質を コ ー ドし , ヒ トA T McD N A とヌ ク レ
オチ ド配列 で 96 %, ア ミ ノ 酸配列 で 88 %の 相同性を有 し てい
た. 同様 に して得 られ た F R PcD N A は, ポ リ A鎖部位を除くと
1,011ヌ ク レ オ チ ドか ら なり, 337個 の ア ミ ノ 酸か ら なる蛋白質
を コ ー ド し, ヒ トF R PcD N A とヌ ク レ オチ ド配列 で97.2 %, ア
ミ ノ 酸配列 で9 1.6 %の 相 同性を有 して い た . ま た , トリ A T M
ア ミ ノ酸配列 と トリ F R P ア ミノ 酸配列 の 相同性 は12.2 %, ヒ ト
A T Mア ミ ノ 酸配列 と ヒ トF R Pア ミ ノ 酸配列 の 相同性 は32 % で
あ っ た .
I
. トリ Am 廿, FR P の各組織, 発生 にお け る発現調節
1 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る各組織 で の α 加 , 頗 の 発現
αわ兜 の バ ン ドが 脳 に の み 高発現 し て い た . 顔 の バ ン ドは脳,
精巣 で高発現 して い た . コ ン ト ロ ー ル と して の /守 一 ア ク チ ン は
各組織で単 一 バ ン ドと して認 め ら れ た (図4).
2 . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法に よ る各発生段階で の α才椚 , 頗 の 発
現
αf刑 , 如 は , と も に産卵5 日の 段 階で 発現を認め た . 融 加 は7
日を ピ ー ク と して高発現 し, カや は5 日を ピ ー ク と して 徐 々 に発
現量 が低 下 し て い た . コ ン ト ロ ー ル と し て の ′9 - ア ク チ ン は ,
各発生段階で発現 が認 め ら れ た (図5).
Ⅱ . a血n ノ ッ クア ウ ト細胞の細胞増殖速度
培養72時間まで の 計測 にお い て, 野 生 型 D T 40細胞と αわ乃 ノ
ッ ク ア ウ ト細胞 の 12時間毎 に計測 し た細胞致 を図6 に示 し た.
36時間目 より両群 に有意差 (P < 0. 旧) が 生 じ, 72時間f▲-1 で は
αf椚 ノ ッ ク ア ウ ト細胞は , 野生 型 D T40細胞の 半数以 下で あり,
明ら か にそ の 増 殖速度は低下 して い た .
Ⅳ . D T 4 0細胞 で の a血m ノ ッ クア ウ トに よ る テ ロ メ ラ ー ゼ活
性 の 変化
熱処理 に て テ ロ メ ラ ー ゼ を失活 さ せ た試料で は , 36bp の1句
部 コ ン ト ロ ー ル の バ ン ドの み が 認 め ら れ た . 熱処理 しな い 試料
に つ い て は, 前記 の 内部 コ ン ト ロ ー ル の 他 に 50塩基 か ら 始ま
り6塩基ず つ 増加する 生 成物 の ラ ダ ー パ タ ー ン が 確認 さ れ た .
αわ朔 ノ ッ ク ア ウ ト細胞 の ラ ダ ー パ タ ー ン は , 野 生 型 D T 4 0細胞
の そ れと 比 較 し て 明ら か に 高い 強度 を示 した (傍Ⅰ7).
考 察
Sa vitsky ら
即) の グル ー プ に よ り199 5年A T M遺伝了▲が ク ロ p
こ ン グさ れ て以 来, A Tの 病因 の 解明 に関す る研究が各方面で
進め ら れ て い る . 199 6年 に は Ba rlo w ら 1 2) の グ ル ー プ に よ り
A T M遺伝子の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス も作成 さ れ , そ の 痛態 や遺
伝子治療 へ の 検討 が 急速 に行 わ れ る よう に な っ た . A T M遺伝
--j二の ク ロ ー ニ ン グ の 意味するも の は , A l∴患者の 診断 , 治療 に
加え て, 〟Ⅰ
､
が 神経 孔 免疫系, 内分泌系にまた が っ た 病態 を
も つ こ と か ら, こ れ ら と の 関連 の 解明, さ ら に細胞周期
13)1 4) や
D N A修復障害一利15)嘲 に 関連 して , 発が ん 機構の 解明 と予防, 治
療 に新たな知見 が得 ら れ るで あ ろう点 できわ め て 重要 な意義を
も つ と 考え られ る.
αf椚 , お よ び そ の 相 同遺伝子カや
2)17) は , そ の 3
'末 端側 に 約
1kbp に わ た るPI3 キ ナ
ー ゼ ドメ イ ン を有 して い る7). ふT患者
で は PI3 キ ナー ゼ 領域 に お け る 変異 が大半 で , 蛋 白 の 短 縮
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(tru nc atio n) を起 こ す こ と が 現在 わか っ て い る
1 8)
･ 今回我 々 は
A T M遺伝子群の 機能解析 を行う にあた り , 相 同D N A遺伝子組
み 換えを起 こ L やす い ト リ B リン パ 球細胞株 D T4 0細胞を倖用
した . D T 40細胞 は , B リン パ 球が多様 な抗原特異性を有す る
抗体を産生す る過程で , 抗体遺伝子 の 1方向性 の D N A断片の
移動 ken e co n v e rsio n) を継続する細胞株であり, D N A断片同
士が非常 に効率 よく相同組み換えを起 こ すと い う 点で ユ ニ ー ク
なもの で あ る. それ は ど の 遺伝子座 に対 して も同程度の 効率で
相同組み換えを起 こ し, 転写 され て い な い 遺伝子座に対 して も
効率よく相同組み換え を起 こ す. ま た , 培 養が 簡単で象規型が
安定である と い う特徴もあ る
1 0)
. た だ , D T 4 0細胞が トリ の 細
胞で ある以 上 , そ の 機能解析 が ヒ トに どれ だ け還元さ れ る か に
つ い て は い く らか の 疑 問が 持 たれ る . 我 々 は, PI3 キ ナー ゼ フ
ァ ミリ ー で ある αわ乃 お よ び 頗 が , 酵母 か ら ヒ トに い た る まで ,
その 機能が よく保存 さ れ て い る と い う 条件の もと で 実験を進め
た.
ま ず, トリ 精巣由来 cD N A ラ イ ブ ラ1) - よ り atm , カや の 各
cD NA の 分 離を行 っ た . そ の 結果, 各 蛋白質 の PI3 キ ナー ゼ ド
メ イ ンを 含む約1 kbp の cD N A が得 られ た . ヒ トA T Mの ア ミ ノ
酸残基番号2729-2930, ヒ トF R Pの 2326-2497 に相当す る領域で ,
トリ αf椚 , カやは そ れ ぞ れ 96 %, 97.2 %の 相 同性を有 して い た .
こ れ ら の 辛か らPI3 キ ナー ゼ 領域 が 広く 生物種 の 間で 保存 さ
れ, そ れ ゆ えに 生体に と っ て 重要な 働きを担う こ とが 示唆 され
た.
次に , 分離 した αf肌 , 顔 の 発現量を角引斤する目的で ノ ー ザ ン
プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . そ の 結果 , 組織別
発現で は αオ研 は脳 で 高発現 し, ヒ トと は 異 な っ た発現 パ タ ー ン
を示 した . Savitsky ら
ti) の 報告 で は, ヒ トatm は , 膵臓 , 心臓,
脾臓, 卵巣, 白血 球 に , また , C he nらl ") の 報告で は, マ ウ ス
で脳, 筋, 精巣 に高発現す る こ と が 確認 さ れ て い る が , 今 回の
トリ の 組織別 離別 発瑛様式は マ ウ ス の そ れ と類似 し て い る と言
える. 脳 で高 発現 が み ら れ た こ と は , A l
､
の 小脳失調, す な わ
ち神経変性に関連する 叶能惟がホ唆さ れ るが , 現在 トリで の A-
Tモ デ ル が 報告 さ れ て い ない ため , は っ き りと し た断定 は で き
な い . また , カ少 は脳お よ び精巣で高党規 し て い た∴ (裏珊 の 相同
遺伝~jニ とー して 脳で 高発現す る こ と と 共に , また 精巣で高党規 が
認め ら れ た こ と は , んT の 件機能降雪 と い う牲臥 す な わ ち細
胞間期 の 短 い 生 殖細胞 に お い て D N A修得機構 が強く働く2tり と
い う点 に お い てカやが 密接 に結 び付く こ とが 示唆さ れ た . 発隼
段階別発現で は αわ乃 は 産卵51う か ら7 ｢1 を ピー ク と し て 発現 し
て い た . こ れ は , お そ らく産卵5 11 ごろ か ら分化 を開始 す る り
ン パ 組織 の 増殖を反映 し て い る もの と 思 わ れ る
21)
.
い まま で の
報告で , 10 日以前 の ト7)の A T Mm R N Aの 発現 を 迫 っ た 報告は
少ない が , 産卵10.5 日の 段 階で 全組織 で , 生 体内局所 ハ イ プリ
ダイ ゼ ー シ ョ ン の 手法 に よ り 発現 が確認 さ れ て い る. そ の 中で
も特に脳, 肺 で 強く発現が認め られ , 18.5 日で は 胸腺 にも発現
が認め ら れ て い るl!) ∴一→ 方, 頗 で は5日 を ピ ー ク と して 徐 々 に
発現量は低~~F した が , こ れ は コ ン ト ロ ー ル と して の /? - ア ク チ
ンの 発現 と 相関 し て い た . こ の こ と か ら , α 加 とノ痩 は , 発生
にお ける発現 の 段階で何 らか の 異な っ た 調節をうけて い ると 考
えら れ た . さ ら に , め 乃 , 如 の 機能 を解析す る目的で ノ ッ ク ア
ウト細胞を作成 した が , αf椚 ノ ッ ク ア ウ ト細胞 は作成可能であ
っ たの に対 し, 頗 に つ い て は ヘ テ ロ の ノ ッ ク ア ウ ト細胞まで
は作成可能であ っ た が , ホ モ の ノ ッ ク ア ウ ト細胞 は作成不可能
で あ っ た . こ れ は , F R P遺 伝 子 の 欠 除 が 胚 細胞 致 死
(e mbryo niclethal) に つ なが る こ と が 示唆 さ れ
22)23】
, さ きの ,
α加 , 卵 の 両遺伝子が発生 の 段階で異 な っ た調節をうけ ると い
う ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 結果 を裏付ける
も の と考え られ た .
Barlo wら
1 2) は , atm ) ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を作成 し
24)
, その 特
徴 に つ い て報告 して い る . 離 刑 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 体重や 線
維芽細胞 の 細胞増殖速度な ど, 成長に 関す る変化 で ほ, 正常と
比較 して 明ら か に増殖速度が低下する と報告し た . また , 祁軽
障害に つ い て も検討 した 結果, 劇 物 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は活動
性 に乏 しく , 平 衡感覚 の 保持も不十分で小脳失調性歩行を呈 し
て い た . 性腺細胞も未熟で , 最終的 にリ ン パ 組織由来 の 腫瘍で
死 亡 した と 報告 して い る . 本研究で は 融 刑 ノ ッ ク ア ウ ト細胞で
の 細胞増殖速度を測定 したが , 野生 型細胞の そ れ と比較 し て明
ら か に 増殖速度 の 低 Fを認め先の 報告 と 一 致 して い た .
酵母の テ ロ メ ア 反復配列 の 制御遺伝子T E し1 はPI3 キ ナー ゼ
フ ァ ミ リ ー の 1 つ で あり, αオ研 と最 も高い 相同性を示すが
7)25)
,
我 々 は こ の 点 に注目 し, 機能解析 の 1 つ と して α紬7 ノ ッ ク ア ウ
ト細胞 で の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性を測定 し た . テ ロ メ ア D N A は脊
椎動物 の m G G Gな どチ ミ ジ ン と グア ニ ン に富 む単純な塩基
配列の 直列繰り返 しか ら 成 っ て い る . そ の 長 さ は, セ ン ト ロ メ
ア の 塩 基配 列 と は 比 較 にな ら な い 程 短く , 従 っ て T R F
(telo m er e r epe atfa cto r) な どの テ ロ メ ア 構成蛋白質の 細胞あた
り の 存在畳もき わ めて 少な い 2(ミ). テ ロ メ ア お よ び その 長さの 調
節酵素 テ ロ メ ラ ー ゼ は , そ の 働 きと し て , す で に存在す るテ ロ
メ ア末端を仲良 させ て 染色体を安定 に維持す る こ と と, テ ロ メ
ア 配 列 を持 た ない 2本鎖切断点D N A末端 に新た に テ ロ メ ア 配




にが ん細胞 にお い て テ ロ メ ア の 長さ が正 常細胞 と比擬 して 減少
し, 逆 に テ ロ メ ラ ー ゼ 活性は 増加する と 言わ れ て い る
27)
. 以 前
よ り, A-T患者由来の 細胞で染色体 の テ ロ メ ア 合着(telo m e ric
餌 sio n) が 頻発す る こ と は 知ら れ て い たが
28)
, 病l朴な どと の 関
係 が 明 ら か で な く診断 の 指標 に は な っ て い な か っ た 細
M etc alfeら
:H) は , A-T患 者の 細胞 を朋 い て , そ の テ ロ メ ア 良お
よ び テ ロ メ ラ ー ゼ清作を測定 した 結果, テ ロ メ ア 良の 毎縮と テ
ロ メ ラ ー ゼ 清作 の 存在 を確認 して い る . ま た, Smile n ovら
莞)
は, ヒ トR K O腫瘍細胞 をJilい て , A T M ドミ ナン トネ ガ テ ィ ブ
(do mill a nt- n egative) の 状態の 細胞 を作成 し, テ ロ メ 7 長およ び
テ ロ メ ラ ー ゼ清作を測定 した . 実験 的 に作り 出し た こ の 系にお
い て , テ ロ メ ア 長は加齢 した が , テ ロ メ ラ ー ゼ の 清作 に 大き な
変化は認め ら れ て い な い .
本研 究で ノ ッ ク ア ウ トし た緋=抱で は , 野里 棟と 比較 しても有
意に テ ロ メ ラ ー ゼ 清情が 卜昇 して い た . こ れ は A T M遺伝丁が
テ ロ メ ラ ー ゼ 清作の 発現 に対 し抑制的 に働く 可能性 を示唆す
る .
結 論
1 . PI3 キ ナー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属す る αf椚 , カやの トリ cD N A
を分柾 し, そ れ らが コ ー ドする 蛋白 の 構造を明 らか と した .
2 . トリ αタ研 お よ びカや の 発現量 を組織別に検討 した 結果 ,
トリ αf椚 は, 脳 に, トリ 加 は脳, 精巣で 高発現 して い た.
3 . トリ αf糾 お よ びノ痺 の 発現量を発生段階別 に検討 し た結
果, と もに 産卵5 日の 段 階で 発現を認 め た . d勅吻 は7日を ピ サ
ク と して 高発現 し, 頗 は5日 を ピ ー クと して徐 々 に発現畳が低
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下 して い た .
4 . トリ ∬r M遺伝子を トリ B リン パ 球細胞株 D T 40珊胞 で ノ
ッ ク ア ウ ト した 結果, そ の 増殖速度 は野生株と比較 して 有意 に
低下 して い た .
5 . αわ犯 ノ ッ ク ア ウ ト細胞の テ ロ メ ラ ー ゼ 活性 は , 野生 株 と
比較 して 明 らか に増加 して い た.
以 上 よ り, トリ α吉例 お よ び その 相同遺伝子 頗 は発生の 初期
段階より発現 し, 特 に脳 に強く発現 した こ と は この 遺伝子群 が
小脳失調 な どの神経変性 と関連する こ と が 示唆さ れ , ま た , そ
の 機能 と して , 細胞 増殖の 抑制と細胞の 癌化に関連す る テ ロ メ
ラ ー ゼ活性を抑制す る 可 能性が示唆 され た .
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